

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































．纏1 £ 3．． ＄ ．驚 無・ 葡
琳
τ1． 響鵜 伯 ¢s
継w
…遷鶏癖のゆi
i懇
…鍵黛鍛◎Gi
Fig．13　SDS－polyacrylamide　gel　electroph－
　　　　　oresis　of　Sephadex　G－200　eluates　of
　　　　　fibrinogen　digests，
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Fig。14　SDS－polyacrylamide　gradient－gel　electro－
　　　　　phoresis　of　且brinogen　subfractions　and
　　　　　Sephadex　G－200　eluates　of　丘brinogen
　　　　　digests．
A；albumin，　O　ovalbumin，　C＝chymotr－
ypsinogen，　M＝myoglobin，
1＝fraction　1－8，　2：fraction　1－4，　3：2－min
digest，　　4＝5－min　digest，　　5＝15－rnin　digest，
6：20－min　degest，　7，8：45－min　digest（Frag－
ment　X）
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Fig．15　Circular　dichroism　spectra　of丘brinogen
　　　　　Subfractions　and　Sephadex　G－200　eluates
　　　　　of五brinogen　digests．
curve　1＝fraction　1－4　　　curve　2：peak　I正，
curve　3二　5－rnin　digest，　　curve　4：　peak　I，
curve　5二　fraction　1－8，　　curve　6＝20－min　digest．
開始後20分のFgDPは1－8分画とそれぞれ同様なスペ
クトルpatternを示し，二次構造においても類似性が確
認された．分解開始後5分のFgDPは1－4分画と1－8分
画の中間のスペクトルpatternを示した．
3・5Fibrinogα1およびFgDPの各分画の
　　thrombin時間に関する検討
　生物学的特性を調べる目的でthrombin時間を測定し
た．Fig．16に示すように，いずれの分画も基質としての
丘brinogenまたはFgDPが増量するにつれてthrombin
時間がやや促進する傾向を示した．Fibr玉nogenまたは
FgDP量を！mg／m♂として比較検討すると，1－8分画の
thrombin時間は35秒，1－4分画は17秒であり，！－8分
画の方が約2倍の延長を示した．そして，さらに1－1分画
の等電点分画法によるpeak皿のthrombin時間は18
秒で1－4分画と差がなく，peak　Iと分解開始後20分の
FgDPのthrombin時間はそれぞれ33秒，37秒で1－8
分画と近似していた．また分解開始後5分のFgDPの
thrombin時間は21秒で1－4分画よりもやや延長し，1－6
分画のthrombin時間は1－4分画と1－8分画の中間であ
った，
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■：20－min　digest，
×：　fraction　1－6，
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Thrombin　clotting　times　of丘brinogen
Subfractions　and　Sephadex　G－200　eluates
of　fibrinogen　digests．
　　 　　○：　fraction　1－8，　　ロニ　peak　1，
　　　　　▲＝5－min　digest，　　△：peak
fraction　1－4．
3・6癌患者血中丘brinogenのmicroheterogendty
　　に関する検討
　瘤患者の飾rinogen（1－1分画）は正常者のものと同様
96傷前後の凝固能を有し，subunit組成上も差は認めら
れなかった．胃癌患者の1－1分画をcolumn法で等電点
分画すると，Fig．17に示すように，　pH　rangeは6．2！～
7，14の間にあり，正常者のそれよりもやや幅狭く分画さ
れた．また，さらに分画patternは3つのmain　peak
を示し，peakのplはpH　6．61，6．70，6．86であり，正常
者の1－1分画のIEF　patternと比較すると，　pl　6．61の
peakはpeak　Iに，　pI　6．86のpeakはpeak■にそれ
ぞれ相当すると推定され，pI　6．70のpeakの出現は癌患
者に特徴的であった．しかしこのpeakに関してはsubu－
nit組成，　thrombin時間，分子量上1－4分画と差がない
ことから，質的に新しい腫瘍特異的な飾rinQgenとは思
われず，等電点から考えるとplasmin分解段目始後2分野
FgDPに相当するものと推測された．量的にはpl　6．70の
peakがもっとも高く，　pl　6．86のpeakが減少し，相対
的にpl　6．61のpeakが増加しているとみなされた．また
Fig．18に示すように，　GEF法でも，胃癌患者では正常
者と比較して，分離されたsub－bandのうちよりアルカリ
側に近い領域のbandが減少し，中央およびより酸性側に
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　　　　　　　　　FRACTION　NLMBER
Isoelectrofocuslng　Pattern　of　fraction
1－1　from　a　patient　with　stomach
cancer．
近い領域のbandが増加している傾向が認められ，　column
法と同様のIEF　patternの変化を示した．癌患者且brino－
genのIEF　patternは血漿丘brinogen値が400　mg／dZ
以上と増加している各種癌患者の8症例で検討したが，若
干の相違はあるがほぼ類似したpatternを示した．以上
のIEF法の結果より，前述の飾rinogenがPlasmin分
解を受けるに従いそのpl値が低下する実験成績から考え
ると，癌患者では正常者と比べて血中丘brinogen分画中
においてはplasmin分解を受けたものが相対的に増加し
ていると思われる．
．剣噸繊
↓
回
歴b・一醐噛執
4　総括および考按
　近年，蛋白質の分画，精製法が進歩するにつれ凝固系に
含まれる諸因子が分離され，血液凝固の複雑な反応機転が
明らかになりつつあるが，飾rinogenは他の凝血因子に
比べ多量に血漿中に存在することや分離精製法が比較的早
く確立されたことなどから，かなり早くより血液凝固機序
の研究分野で広く研究対象とされてきた．特に今日まで
丘brin・genの構造や特性，飾rinogen一飾rin変換に伴な
う化学的変化ならびに丘brin分子のゲル形成に際しての
Fig・18
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Slabgel　isoelectrofocusing　Patte「ns　of
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重合や集合の分子機構，さらにFDP26）（五brinogenおよ
び飾rin　degradation　products）に関して多くの知見が
集積されてきている、しかしながら，fibrinogenのmi－
croheterogeDeityの分析に関しては，1963年，　Finla塀on
and　Mosess・n5）が明確にその存在を報告して以来しばし
ば指摘されてきたが，その本態に関しては未だ不明な点が
多い．現在まで，人の血中飾rinogenのmicrQhetero－
geneityについての報告は，大別して，　Finlayson　and
Mosesson5）によりカラムクロマト上見出されたものと，
1966年，MQsessQn　and　Sherry7）によりethanol－glyc－
ine分画上見出されたものとに代表され，それぞれ異なっ
た成立機序が考えられている．しかしながら，近年，各種蛋
白，酵素などの新しい分画法として急速にその重要性を増
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しつつある等電点分画法による飾rinogenのmlcro－
heterogeneityについての報告は多くない．本研究では，
等電点分画法を中心に正常者および癌患者の血中飾ri－
nogenを分析したが，以下従来報告されている丘brinogen
のmicroheterogeneityとの関連性について検討しその
発現機序と意義について考察を加えたい．
4・11－4分画のmicrohe亡erogeneityとその
　　分析について
　Slabgel等電点分画法で正常者の1血漿より得られた1－4
分画を分画すると，数本のSub－bandが観察されたことか
ら，等電点を多少異にする一つの群として認識され，
column等電点分画法によりそのmain　bandのplは
pH「6．83である成績が得られた．　Gel等電点分画法による
1－4分画のmicroheterogeneityの報告としては，　Arnes－
en9，27），　Gaffneylo），　Kranzら2s），　Soriaら29）の報告があ
る．泳動条件，使用しているurea濃度，丘brinQgenの
種類などが各報告者により多少異なるため，認められる
bandの数と等電点がそれぞれ相違しているが，いずれも
本報告と同様に分離patternの多様性を見出している．
Mihalyi30）はTiselius電気泳動法で丘brinogenはβと
アー910bulinの間に泳動され，　plはpH5．5と報告してい
るが，Henschen31）はpaper電気泳動法にて6Murea
存在下ではpH　6．2であると述べ，高濃度のurea中では
等電点が上昇することを示した．Fibrinogenはureaに
対して極めて安定であることが知られており32），本研究で
も7Murea中で五brinogenの二次構造に影響がみられ
なかったことから，等電点の移行はurea中において
丘brinogen分子のアミノ基の解離状態に変化が生じるこ
とに起因するものと推察される．Finlayson　and　Moses－
s・n5）は入の血漿より得られた1－4分画がDEAE－cellu－
lose　columnにより異なった2つの分画に分離することを
見出し，さらに彼らは牛，家兎，馬，猿などの脊椎動物か
らの1－4分画にも同様なmicroheterQgeneityの存在す
ることを明らかにした33）．Mosessonら34）はこれら2つ
の分画を8Murea存在下，　Cu＋2を触媒としてアルカリ
性でsul丘tolysisしS－S結合を切断後，　CM－cellulose
columnにて分別したγ鎖のpQlyacrylamide　gel電気
泳動法を実施し，DEAE－cellulose　columnから溶出さ
れる2番目の分画のγ鎖は2本のbandに分離すること
を見出し，γ鎖はplasmin分解を比較的受け難いこと
から，これらのmicroheterogeneityはγ鎖のvariant
に基づくと推論している，またSDS－polyacrylamide　gel
電気泳動法でM・sess・nら35）は，1－4分画にみられる分
子量の異なる2つのsub－bandは，　plasminにより一部
ペプチド水解を受けたためと推測している．等電点分画
法は高分離能を有していることから，この方法で認めうる
1－4分画のmicroheterQgeneityは様々な原因に基づく
すべてのtypeのmicroheterogeneityを反映している
と考えられるが，その可能性としては，1）本来丘brinog－
en分子内に存在するmicroheterogeneity，2）糖含量あ
るいはリン含量の相違，3）高濃度urea中における丘bri－
nogenのincomplete　unfolding，4）血中に自然に具備
された種々の蛋白分解酵素，主としてplas・ninにより修
飾された丘brinogenの存在などが考えられる．本研究で
は，7Murea中で飾rinogenのモル楕円率［θ］221に変
化がみられなかったことから，3）の可能性は否定できる．
また，CM－ce11ulose　columnで分離したAα鎖にmi－
croheterogeneityが認められ，　かつAα鎖はもっとも
plasmi 分解を受け易いこと36～39）から，4）の可能性が強
く示唆される．Mills　and　Karpatkln36）やSemefaro
ら40）はSDS－polyacrylamide　gel電気泳動法で，　Brum－
mel　and　Montogomery41）はacid　urea　gel電気泳動法
で，それぞれAα鎖にmicroheterogeneityの認められる
ことを報告し，これにはplasminが関与していると推定
している．
4・21－8分画の存在について
　Mosesson　and　Sherry7）は人の血漿から1－4分画に比
し溶解度の高い（8箔ethanol　soluble）1－8分画を分離精
製し，このものは血漿中の総丘brinogen量の約20％を
占め，thro・nbin時間が1－4分画のそれと比較して延長す
ることを報告し，Mosessonら8）は沈降拡散定数，沈降平
衡法により，1－4分画の分子量：325，000に対して1－8分画
の分子量269，000を報告した．以来，この凝固活性の異なる
分子量の小さい1－8分画の存在の原因と意義をめぐって研
究が重ねられてきた．Fletcherら42）により切η如”oにお
ける人および牛の1－4分画のplasminによる分解過程の
早期に分子量265，000でthrombin時間の延長する飾ri－
nogen誘導体が見出されたのに引き続いて，　Sher皿an
ら43〕は精製分離した丘brinogen誘導体は，分子量，糖含
量，N一末端アミノ酸，　thrombin時間など，いずれも1－8
分画と極めて類似していることを報告し，1－8分画はpla－
smin分解により1－4分画から由来した加窃ηo　proteo－
lytic　productであろうとした．その後，この説を支持す
る報告としては，Shermanら44）およびMosessonら38・45）
の報告がある．一方，これに対してMills　and　Karpa－
tkin46）は，　SDS－poユyacrylamide　gel電気泳動法で
thrombiHによる1－4分画の分解産物と1－8分画はsubu－
nit組成の上では高い類似性がみられると報告し，　throm－
binの有するproteolytic　activityが1－8分画の存在に関
与しているのであろうと述べ，前者と対立している．後者
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に関して，thrombinは極めて穏やかであるがplasmin
と同様Arg－Lys結合をも加水分解することが知られてお
り47），事実，Matsudaら48），　Kang　and　TriantaphyL
lopoulos49），著者ら50）も1－4分画に純化精製したthrom－
binを加えたのち，丘brin塊のsubuni亡の受ける変化を
SDS－polyacrylamide　ge1電気泳動法で観察し，極めて
ゆつぐりとAα鎖が分解していく現象を確認している．し
かしながら，thrombinは高い特異性をもってArg－Gly
結合を水解し，丘brinogenにthrombinカミ作用した場合ま
ずAα鎖とBβと鎖のN一末端に位置する且brinopeptide
AおよびB51）が特異的に遊離され，N一末端のアミノ酸と
して新たにglycineが露出してくると考えられるが，
Mosessonら8）の報告でも明らかなように，1－4分画と1－8
分画のN一末端のアミノ酸分析ではalanine．　tyr・sineが
検出され，差は認められなかった．従って，thrombinが
加η加。において五brinogenolysisを引き起こし，1－8
分画を生成する可能性は極めて少ないといえる．本研究で
は，1－8分画の存在にplasminが関与していることを明
確にすべく，まず人血中から分離精製した！－1分画につい
て等電点分画法によりその分画態度を調べたところ，
slabge1等電点分画法では数本のsub－bandが観察され，
column等電点分画ではpl　6・60および6・83にmain
peakを認めた．さらに・各peakすなわちpeak　Iとpeak
I［をslabge1等電点分画法で分画すると，数本のsub－
bandに分離され，1－1分画は多様性であることを確認し
た．一方，slabge1等電点分画法で1－8分画と1－4分画を
分画すると，ともに数本のsub－bandが観察され多様性が
みられるが，column等電点分画法にてmain　peakの
plはそれぞれpH　6．59，6．86であり，等電点の上で1－8分
画はpeak工に，1－4分目はpeak豆に極めて類似してい
た．加えて凝固能，分子量，subunit構造，　p。1yacrylamide
gel電気泳動所見，　CDスペクトル，　thrombin時間など
いずれにおいても1－8分画はpeak　Iと，1－4分画はpeak
旦とほぼ同様であった事実より，peak　Iとpeak一はそ
れぞれ1－8分画と1－4分画に相当すると思われる．このこ
とはまた，分離精製過程中に1－1分画から1－8分画と1－4
分画の生成が起こるものでないことを証明している，すな
わち1－1分画の分離patternは加瞬ηoにおける1－8分
越と1－4分画の存在状態を反映していると考えられる．ま
た分離patternから推測されるpeak　Iとpeak】1の量
的分布が血漿中における1－8分画と1－4分画のそれと異な
っているが，これは1－1分画の分離精製過程で，1－8分画
に比べより多くの1－4分画が損失するためであろうと思わ
れる，また1－8分画の等電点が1－4分画に比べて低いが，
これはsubunitの中でも正荷電の高いAα鎖の分解，遊
離で説明できよう．また本実験から，従来agar　gelお
よびcellulose　acetate　paper電気泳動法では分離不可能
であった7＞1－8分画と1－4分画は，等電点分画法により明
瞭に異なった分画に分離することも知った．
　このように等電点分画法を用いた実験から丘brinogen
は等電点性状において多様性であることを知った．そこで
著者は丘brinogenの示す等電点の変化に与えるPlasmin
の影響を検討するために，等電点分画上から1－4分画の分
解過程を検索した．各分解時点で精製されたFgDPは
slabgel等電点分画法で数本のsub－bandが見出され，ま
た分子量においても多様性を認めた．これらの多様性は
1－4分画自体のmicroheter・geneityに起因するものとも
考えられるが，一方，連続的でしかも作用点に関してやや
非特異的なplasmin分解によりわずかながら分解過程の
異なった分解産物が生成されるためとも推論される．事実
FDPのXとDは分解の程度からかなり不均一な断片の
集合であることが報告されているが39・52，53＞，最近，近江
ら54）はDとEは極めて不均一性の高い断片であることを
等電点分画の上で明らかにしている．また各FgDP分画
のmain　componentのplと分子量は，分解時間の経過
とともに減少する傾向を示した．この変化はsubunit組
成の変動すなわちAα鎖が徐々に崩壊していく現象と直接
関係していると思われるが，plの低下の原因は現在のとこ
ろ明らかでない．しかしながら，以下の説明はplの低下
の機序に関して示竣を含んでいると思われる．Fibrin
mQnomerの等電点が丘brinQgenのpH　5．5よりわずか
に高いpH　5．6になるが30，55），この差は五brinogen分子
のN一末端にある強い酸性ペプチドA，Bがthrombin
によって遊離されたために生じたのであろうとされてい
る．PlaSminによる分解過程はAα鎖のC一末端側から
起こることから38，56），今後，C一末端側のアミノ酸の一次
構造 らびにpiasminの特異的な作用点が明確になれ
ば，plの低下機序が解明されるものと思われる．なお分
解開始後，20分の時点で出現してくるFgDP当分は1－8
分画に近似したpIを有し，凝固能，分子量，　subunit組
成，CDスペクトル，　thrombin時間など，いずれも1－8
分画とほぼ同様であった．またX分画はこれよりも遅れ
て出現し，plもより低値であり，　Y分画はさらに低い
plを示していた．以上の結果から，1－8分画は血中で1－4
分画がplasminによりcatabolizeされX分画になる際
の前駆体であることは明らかであり，これが等電点分画上
peak　Iとして観察されるものと推定される．また本実験
から，丘brinogenのplの低下はその分解過程とよく平行
することを知った．
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4・3Fibrinogenのmicroheterogeneityの
　　意義について
　血中に存在する1－8分画がいかなる生物学的意義を持っ
ているかは現在のところ明らかでない．FDPについては，
1）強い抗thrombin作用25），2）丘brin　monomerの重合
阻止作用57），3＞血小板の粘着や凝集反応を阻害する作用58＞
などを有することが知られているが，1－8分画に関してこ
れらのFDPと同様な機能があるか否か，今後に残された
問題である．
　ところで1－8分画がX分画の前駆体に相当するもので
あることは本実験に示したとおりであるが，このことは血
中で丘brinogenは生理的状態においても常時plasmin
によりcatabolizeされていることを意味するものであり
従って生理的条件下での血中の線溶活性を反映していると
もいえる．事実，板岡59）は播種性血管内血液凝固症候群
（disse皿inated　intravascular　coagulation，　DIC）の観察
ならびに家兎の実験成績より，生理的状態においても
飾rin形成との均衡において線溶が潜在的に働らいている
ものと推定されると述べている．等電点分画上見出された
microheterogeneityは血中における飾rinogenの多様
性の状態を良く反映していると考えられ，かつ飾rinoge且
の分解の程度はplの値に良く反映されることから，精製
丘brincgenの等子分点画patternとplの把握より血中
の線溶活性の軽四な変動を早期に知ることが可能であり，
このことは線溶系の動態の新しい見方として臨床的に意義
があると思われる，この様な観点に立つと，癌患者におい
ては質的に正常者と異なる腫瘍特異恥丘brinogenの存在
を示す成績は得られなかったことから，癌患者の飾rino－
genにみられる等電点分画patternの変動は，癌患者血
中における茄rinogenの増加と線溶状態の変化に基づく
ものと推察される．すなわち癌患者の高飾rinogen血症
発生の機序については，現在では未だ明らかでないが，こ
の高目rinogen血症のため癌愚者では，正常者と比較し
て相対的に血中の線溶は西進していると考えられる．事実
最近，近江ら54）はradioimmuRoassay法を用いて，飾r－
inogen値が473　mg／dZと高値を示した結腸癌患者では，
正常者と比較して血清中のE分画が高値であると報告し
ている．癌患者にみられるこの様な軽度の線溶物干状態は
DICの極く初期の段階ともみなされるが，いずれにしても
わずかな線溶の充進により丘brinogenの等電点分画pat－
ternの変動がもたらされたものと考えられる．
5　結　　語
　正常者および癌患者血漿中の丘brinogenのmicrohe－
ter・geneityを丘brinogenのplasminによる分解過程
から検討し以下の結論を得た．
　1）1－1分画，1－4分画および1－8分画の各丘brinogen
分画を等電点分画法にて検討したところ，いずれも数本の
sub－bandが観察され，・nicroheterogeneityの存在を示
していた．
　2）CM－cellu1・se　c・1umnにて分別した1－4分画の
Aα鎖は，SDS－polyacrylamide　gel電気泳動法および等
電点分画法で数本のsub－bandに分離し，このことはAα
鎖が既にplasminによりペプチド水解を受けていたと推
定された．
　3）1－8分画は，等電点，凝固能，分子量，subunit組
成，polyacrylamide　ge1電気泳動所見，　CDスペクトル，
thrombin時間上1－1分画の等電点分画法によるpeak　I
に一致すると思われた．
　4）！－4分画は上記と同様な比較上から1－1分画の等電
点分画法によるpeak■に一致すると思われた．
　5）等電点分画法とSDS－polyacrylamide　ge1電気泳
動法にて1－4分画のplasminによる分解過程を検討した
ところ，分解が進行するにつれpl値と分子量が減少し，
これはAα鎖の崩壊程度と関係があると推定された．
　6＞分解開始後20分の時点で，等電点，凝固能，分子
量，subunit組成，　CDスペクトル，　thrombin時間上
！－8分画に一致すると思われる丘brinogen誘導体の出現
を認めた．
　7）癌患者の血中丘brinogen分画中には，正常者と比
較してplasmin分解を受けたものが相対的に増加してい
るという特徴があった．
　以上の結果より，血中で丘brinogenが微：量のplasmin
により常時catabolizeされていることが丘brinogenに
多様性を生じさせる原因の一つと考えられ，1－8分画は1－4
分画がplasmin分解を受けX分画になる際の前駆体で
あると推定された．さらに，この多様性の様子は等電点分
画法により正確に捉えることができ，このことから血中の
線溶状態を推測することも可能であると思われた．
　稿を終るにあたり，御指導，御校閲をいただいた漆崎一
朗教授，また御．協力いただいた癌研内科教室員各位に深く
感謝いたします．
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